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PrOfungsantrag gem. § 44 PatG 1st gesteJrt 
© nuoreszenz-Md&vorrichtung 

@ Fluorefizanz-Me&vDtrtohtung mm Sestimrnen von Jonen- 
fconzerttrabonen in efnem Untarsuchungsobjekt, mtt efriar 
BeJeuchtur*gsvonichtung # einem Seugungsyittar, das so 
beteuchtet wfrd, daB jes Ueht mft mindesterts zwef unter- 
schtedHchen, vorvvawbaren AnregungswaDenJangen out das 
Untersuohungsobjekt auftreffen Jafit, das m'rt mindestens 
ainam Ruoreszenzfarbstoff angefarfot tat, dessert Absorp- 
tions- und somlt fluoreszanzaiganachaftan sich in Abhan- 
ginksit von der zu besttrnmenden lonenkonzantratfon fin- 
dam, und mtt dner betektorsJnhelt sum Umwandeta das 
rasuHerenden Raomszenzliohts in efn MeSsigna!. Die Be- 
iauchtungsvomchtung! waist sine einzlge Lfchtquefla auf, 
und als Beugungsgitter 1st aln hoiographtsches Voiumeng it- 
tar vorgesshen, das zwecks Erzeugung der urrterachledB- 
u chan AnregurtgsweHeniengen mrttels emes Scanners ver- 
staflt wird. Die Mefivo rrichtu kann derart ausgalagt sefn, 
1 da a das Untarsuchungsobjekt mft dan balden un terse Wed] i- 
chen WeOenlangen gleichzerag, aber rnlt urttarschiedBcher 
Poiarisetionsrichtung angeregt wtrd. 
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Beschrelbung mdexvariauonen in emem fasbesondcre aus Gelatine 

bestehenden FDm erzcugt. so daB Braggsche Beugungs- 

Die Erfinriung betrifft eine Fuioreszcnz-MeBvorrich- phenomane anftreten. Solche Vofannepgitter laasen rich 
tung zur Bestimnxung yon Ionenkonzcntrationen in ei- so dOnn nnd Idem fertigen, daB sic miter Einsatz eta- 
acm Unter snchungs objekfc mit emer B cicuchtnngsv or- 5 bfierter Scanner-Tecbnologxen rccfanergesteucrt mit 
richtuag, einem Beugungsgittcr, das so beleucfatet wird, der vorfregend ndtigen Gesclrwindigkeh raid Genauig- 
daB es Licht mit mehreren unterseMedBdten Anne- keh gedreht werden kdnnen. Es wird auf diese Weise 
gnngsweltentttigen entwcdcr in kurzem zdtncheai Ab- mSgfich. In k fl rzest cr Zdt, bdspidswdae wenigen MM- 
stand odor gieichzehig auf das Untersucfagngsobjekt sekunden, jede bdiebige WeBenBLnge dnes grofien 
a uftr e ffen I&Bt das mitjeinem odor mehreren Flumes- 10 Spektralberezchs emnisteDcn. Es kann daher unter Vcr- 
zenzfarbstoffen angefarbt ist, deren A baorpuo nseigen- wendung einer *^"^gg n I ichtq u eB c gfn Be tojchtangssy - 
scaaften sicb in A hnfrryjigkeh von der zu bestimmenden stem aufgcbaut werden, das far alte oder fast aHe Fhio- 
Ionenkonzentrauon andert, and mit einer Detekiorein- reszenzmeBzwocke geeignet ist. 
hert, welche das resuhierende FluoreszeozEcht in ein Entsprechende Vortefle lassen sich aber a nch dadurch 
MeBmgnal umwanddt \ u errdchen, daB entsprecbend einer abgewandehcn Aug- 

Eine MeBvorrichtung dieser Art 1st in der DE-Patem- fuhrungsfonn der Erfindung cKe Belgachtungsvorrich- 
arunekhing P41 15401/) bcscbrieben nnd gehGrt zum rung eine einzige lichtquelle aufweist nnd als Beu- 
Stand der Tecbnik ha Sinne des § 3 Abs. 2 PatG. Bd gnngsghter ein planes Refiexionsghter vorgesehen ist, 
dieser firflher vorgescniagenen Flnoreszenz-MeBvor- auf das von der Lichtquelle kommendes Licht Ober ei- 
rtcbtnng umfaBt die Bdencbtungsvorrtefatung zwd Be- 20 nen Planspiegd auffaUt, der zwecks Erzeugung der un- 
fearchtnngsdnhdteiv die! jewcug eine Llcbtqnelle aufwd- terschiedHchen AnregungsweHenl&ngen mittds dnes 
sen imd von denen mntdestens eine gepulst ist Dabd Scanners verstelh wird. 

wird das Beugnngsgitter von den bdden Beleuchtungs- Die Beleuchtungsvorrichtung ist vorzngsweise mit d- 
einhdten so beleuchtet, daB es in einer A ustrittep alt- nem einzfgen Lichtleiter versehen, dessen EmtrittsAff- 
ebene rffo hrfdcn mn dftn BdeucfatnngsdnheiteB ft 1 **^**- 25 nung mit von der «tmgg» Lichtquelle beauf- 
henden Strahlenggnge yereinigt and deal unter Bildung scblagt wird mid dessen Austritts6ffnang auf der Ein - 
eines bicfaromatiscben' Intenshatszehpronls unter- g an gsseite des Beugungsgitters HegL Dabd 1st zweck- 
sohiedEche WeHenlflngen auftreten laflt, je nncfadem, mfifiig zwischen der AustrittsSffnung des Ldchtlehers 
welcbe der beiden R^^w^F^ngsffiTihffftm gerade licht und der Exogangsseite des Bengungsghters dn Parabol- 
abgibt Zu jeder der bejden Bdeiichtimgseinheiten ge- 30 spiegd angeordnet. 

hdrt ferner jewdls dn Licbtleiter, dessen Eintritt85£F- Die einzige UcbtqneDe kann gepulst, bdspidsweise 
nung Ober ein abbQdendes System mh licht von der als Blitriampe ansgdegt, sdn. Blitzbunpen eriauben es, 
zu geord neten Lichtquelle beaufschlagt wird und dessen ihre gesamte Lichtenergie in weniger sis beispielsweise 
Austrittsdffhniig in einer Eintrittsspahebene des als edner Mikrosekunde freizusetzen. Dadurch kann das 
"Flat FiekF-Gitters ausgeUldeten Beugungsghters iiegt. 35 Dunkdrauschen elmmuert werden, da in dem kurzen 
Dabd erfblgt die Wellfmlfingensetcktion durch Linear- Zdtfenster, wfihrend dessen der Detektor offen g ehal - 
bewegung der Axxstritts5Snungen der Licbtleiter in der ten werden nmfl, nw wenige Ffl^^ HH rtnw™ «wtm« 
Emtrittsspaltebene des Flat Field-Gittem Diese linear- muheren kdnnen. Weil zudem die Anzahl der Blhze pro 
bewegong kann aber atich mh den schnellsten bekann- Anregungswdienlange variabd gestahet werden Vam < 
ten VersteHmotoren nicht so scbnell vorgenommen 40 lassen deb Unterschiede in der Fhjoreszenz-Efnzienz 
werden, daB eine bichromatische Anregung mit ausrd- bequem zm^tacbat SoDte bd einer AnregungsweDen- 
chender ZdtauflSsung mdgiich wird Die fruher vorge- l&nge z.K die Fluoreszeoz des Untersudmngsobjekts 
scblagene Fluoreszenz-MeBvorricbtung benOtigt daher funfmal geringer sein als bd der anderen verwendeten 
zwd Bdeuchtungsemhehen aus Tjcbtqueue und Licht- Anregungswellenlfinge, kflnnen ffinf Blitze der erstge- 
I • 45 aannten Wellenlange integriert werden, wfihrend bd 

Erne zweite, sohon sett langem m Monochromatoren der anderen Anregungsweltenlange nur einmal geMtzt 
eingesetzte Form der | Wellenlangenselektion bit die wirdBd einer VerbaltnismessuiuibdwddierdieFlu^ 
durch Drebung des Beugungsgitter& Ancb eine solche reszenz bd zwd verscbiedenen Anregungswellenlan- 
Drebung kann aber mit bekannten Tecfanoiogien debt gen ermittelt wird, ist der Quotient der MeBwerte von 
so sdmefl durchgefQhrt warden, daB man mit einer so ZeMcke und Indikatorkonzentratk>n tinabhangg und 
Lachtque^ a ns komme nj kdnnte. dn direktes MaB fur die Ionenkonzentration in dem 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Fluo- UntersucbungBobjekt bek^ielswezse dner ZeUkuhur, 
reszenz-MeBvornchtung zu scbaffen. die sich durch ei- Fur das Sgnal/Ransch-Verbaltnis einer sokben Ver- 
nen be«>nders eurfachen Aufbau auszexchnet und die es haltnidsildnng ist es aber vorteflhaft worn bdde MeB- 
eriaubt, die gewunschten Messungen besonders rasch 55 wem(dh.ZahlerundNenner)metwagle^groBsi^ 
und zuverlassig durebzufuhren, d L bd mehreren Wd- was auf die vorstehend skizzierte Art und Wdse lexeht 
lenlftngen entweder gieichzehig oder mh einem zdtK- erreicht werden kann. FQr die Au&abme von BOdera 
chen Abstand von a. & wenigen Mulisekimden anzure- mit einer OCD-Kamera ist wegen deren langer Auslese- 
e& St_ gs » i , . . zeh dne stroboskoparuge Bdeucbtung ebenfalls von 

ErfxDdungsgemafl weist ba emer FluOTeszenz-MeB- eo VorteiL Eine solche Bdeucbtung stent acber, daB wib- 
vomcbtung der exngaogs genannten Art die Bdeucb- rend des Ausleseprozesses kerne weiteren Photoncn ak- 
tun^vorncbtung up dne einzige Uchtquefle ant und kumnfiert werden, die das Bild versebmieren kSnnten, 
ah Beugungsgitter ist crin bolographisches Votamengh- Me Bdenchturigsvornchtmig kann aber aucbmhei- 
ter vorgesehen, das zwecks Erzeugung der unterschied- ner kontinuierlicben Lichtquelle ausgestattet sein. Bd 
lichen Anregungswellenlangen mhtels dnes Scanners 65 Verwendung dner kontimiieriicben tidttqudle kann fan 
v ^^ twinL „ . I „ % Strablengang zwischen der Lichtquelle nnd dem Ben- 

Bd den vornegend emgesetzten Volumengi ttem wer- gungsgitter dn, vorzngsweise eiektroniscb, ansteuerba- 
den mittds einer holographischcn Methode Brechungs- rer Verschhifi angeordnet sda Ein soldier mechani- 



BEST AVAILABLE COPY 



• 



DE 42 28 366 Al 



scher Verscfalufi eriaubt cine Belicfatungszeitsteuerung 
wie bei einer Kamera und somh eine flexible Anpassung 
an variierende MeBgegeben h eiten. 

Bed der Fhioress^nz-MeBvomchttrng nacb dsr Erfin- 
dang tet aber selbst im Falle einer kontinniernchen 
LichtqueUe nicht ftrrtmal mehr da* Einsatz eizies mecha- 
nischen Verschlusses notwendig. Vlelmehr kann im Be- 
trieb das Beagungsgitter standig mh von der licbtqueUe 
abgegebenem Licht beaufscfalagt sein, wenn die Ruhe- 
position des Scaaners so gewflhit ist, daB das Beugungs- 
gftter in der RnheposstRm eine fur das System unkriti- 
sche Weflenifinge abgibt Die Belkhrungszeit bei den 
jewefligen AnregimgsweHenlangen IfiBt sich dabei fiber 
die Verweilzeit des Scanners emstellen. 
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tionsrichtung angeregtes MoiekQl wild demnadi audi 
polarisiertes licht exmttieren. Dieser U msta nd l fiB t sich 
bei einer Fhioresrenz-MeBvorricfatung der eingangs ge- 
nannten Art erfindangsgemiB dadurch auszmtzen, daB 
die MeBvorrichtung derart ausgelegt ist, daB das Unter- 
suchungsobjekt mh den beiden imterschiedEchen Anre- 
guugswdlenllngen gleicfazeitig, aber mit imterschiedli- 
cher Polarisationsricfatnng angeregt wird. Die Anre- 
gung des Fluoreszenzfarbstoffes erfolgt also gleicbzei- 
tig mit zwed Well enltagen. und zwar bei der einen Wei- 
lenlinge mh der einen und bei der anderen Weflenifinge 
mit der dazu ortbogonalen Polarisierung. Trotz der 
gieicbzeitigen Anregung I&Bt sich bei der Detektion eine 
genaue Zuordmmg treffen, welcber Anteil der Ftoores- 



Zwischen der Austrittsseite des Beugungsgitters und 15 zenz von der jeweiiigen Anregungswelienlftnge her- 



einem im Strahlengang zwischen dem Beugungsgitter 
und dem Untexsucmmgsobjekt abbOdenden System, 
beispielsweise einem MIkroskop, kann gleichfaHs ein 
Lichtleiter angeordnet sein. Die Liditleiter kfinnen in 
ihrem Querscbnrtt genau dem optimal en Lichtdorchsatz 
des abbzidenden Systems (MDcroskops) an g epaBt 
Em weiterer VorteO der lichtleiter liegt in der r&umG- 
ohen Trennang zwischen der LicfatqueQe und dem abbfl* 
denden System (Mikroskop). Probleme durcfa dk Wfir- 
meentwickhmg der Lampe sowie elektrische Artefakte 
durch den Zundvorgang bei Verwendung einer gepuls- 
ten Lichtquelle werden sicher verhindert Zur Fokussie- 
rung des gebeugten Iichtes auf dem Aiistrittsfichtleiter 
wird bevoraigt ebenfaHs ein Parabolspiegel eingesetzL 
Man kann sich dazu des Parabobpiegels bedienen, der 
bererts das Licht vom Emtrittsiicbtleiter auf das Gitter 
geworfen hat Im Ideaifall mfiBten dann Emtritts- und 
Austrittsllchdeher die gJeiche Position einnehmen. Dies 
ist selbstverstandllcfa praktisch undurchffihrbar. Es wird 
jedoch dafQr gesorgt, daB Eintritts- und Austrittslichtlei- 
ter an ihrem gitterseitigen Ende unmittelbar imtereinan- 
der bzw. nebeneinander liegen. In einem solchen Fall 
kann mxt einem einzigen Spiegel, insbesondere Parabol- 
spiegel, gearbehet werden. 

Sollen Emtritts- und i AustrittsHchtleiter jedoch deut- 
iich voneinander getreant sein. benfitigt man insgesamt 
zwei Parabolspiegel, einen fur den Eintritt und einen fflr 
den Austritt Dazu ist es dann aber notwendig, daB Ein- 
falls- und AusfaDswinkel des vom Gitter gebeugten par- 
allelen licfates unterschjedlich shad 

An die Stefle des AustrittsHchtleiters kann ancb eine 
einf ache Blende treten, wobei das selektierte Licht <&- 
rekt in den Auflicfatkondcnsor des MDcroskops einge- 
koppelt werden kann. Die Blende wird dann dzrekt in die 
Objektiv-PupBle abgebfldet 

Es versteht sich, daB das bescfariebene Gerftt anch zur 
Mikrospektralphotometrie eingesetzt werden kann. 

Die Mefivorrlchtung kann derart ausgelegt sein, daB 
die bei mehreren unterschiedlichen Wdlenlflngen ange- 
regten Fhioreszenzwerte nacheinander bestimmt wer- 
den, d. h. die Zuordmmg fiber das ZeftproBl erfolgt, wie 
dies in der oben genannten DE-Patentanmeidung 
P 41 15 40 IX nfiher erlfiutert 1st Bei Fluoreszenzfarb- 
stoffen, mit denen sich beispielsweise die lebende Zelle 
anfarben und die rfiumliche Verteihing von flir den Zell- 
metaboiismus wichtigen Ionen (Magnesium, Cafium und 
Chlorid, vor aHem aber Kahaum) rcgistrieren IfiBt, be- 
tr&gt die Lebensdauer des fur die Fkxireszeuzmessung 
herangezogenen angeregten Zustandes in der Regel nur 
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rfihrt Dazu muB ><^%K^h das emittierte Licht in seine 
Polarisationskomponenten zeriegt werden, und diese 
Komponenten mfissen getrennt regstriert werden. 

Die anregungssehige bichromatische Polarisations- 
aufspaltung geschieht vorzugsweise unmlttelbar vor 
dem Beugungsghter mh HDfe eines polariaerenden 
Prismas, insbesondere eines Rochon- Prismas oder eines 
WoUaston-Prismas, weJches den ordentiidien und den 
auBerordentlichen Strahl tun einen bestimmten, vorgeb- 
baren Winkel gegeneinander versetzt Der Winkelver- 
satz kann so gewflhlt werden, daB der resukierende un- 
terschkdKche Emtrittswinkel auf dem Beugungsgitter 
genan den gewfinschten WeflenlAngenunterschied er- 
gibt 

Zur Registrierung benutzt man bet pbotometrischen 
Spotmessuxtgen vorzugswelse einen pola ris ierenden 
StrahiteflerwQrfei mit zwei nachgeschaheten Detekto- 
ren. Durch die MSglichkeit HaJWeiterdetektoren ein- 
setzen zu kdnnen, ist dies ohne groBe Kosten zu reaMsie- 
ren. Die Verhaitnisbildung der simuhan ermitteiten 
MeBwerte geschieht dann entweder analog (z. B. fiber 
logarithmische Verstfirker) oder digital, wobei in jedem 
Fail Schwankungen der Anregungsenergie voDst&ncfig 
elimMert werden. 

Bel zwetdimensiohalen Aufnahmen mit einer CCD- 
Kamera mfissen entweder zwei Kameras eingesetzt 
werden, oder man erzeugt mit HDfe eines zwehen Pris- 
mas (insbesondere Rochon-Prismas) zwei nebendnan- 
derhegende Halbbiider auf einem CCD-Chip. 

Bevorzugte AusffihrungsbekpieJe der MeBvorrich- 
tung nacb der Erfindung sind nachstebend unter Bezug- 
nahme auf die Zelchnungen erUlutert Es zeigem 

Fig. 1 schematisch eine Fhioreszenz-MeBvorrichtung 
mit scannergesteuertem, in Reflexion betriebenem Vo- 
50 lumenghter zur zeitHch versetzten Erzeugung der un- 
terschiedlichen Anregungswellenlangen, 

Fig; 2 eine Variante der MeBvorrichtung von Fig. l f 
in der nicbt das Gitter selber, sondern ein Planspiegel 
mit Hilfe eines Scanners bewegt wird, 

Fig. 3 eine schematische Darstelhmg eines Teus einer 
MeBvorrichtung fihniich Fig; 1, die jedoch fur simuHane 
Anregung mit zwei Wefienlfingen ausgelegt ist. 

Fig. 4 eine AusfQhnmgsform des abbDdenden Sy- 
stems der MeBvorrichtung gemftB Fig. 3 und 

fig. 5 eine abgewandeite Ausffihrungsform des abbil- 
denden Systems. 

Die in Fig. 1 veranschatdicfate Fluoreszenz-MeBvor- 
richtung weist eine gepulste lidxtqueUe 1, beispielswei- 
se in Form einer Strobosko^Bfelampe, ant deren 
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emige ^eser kurzen Zeit, in es Licht fiber em zweckentsi»ecte^ 

^^*2^f^^«^ Ptotonen aussenden, kfin- stefites abbildendes^te^(oS^ emei^deStoer 

SeriiS^S^^ l^S^ 8 ^ ^ ^eingekoppeit wird /^deWAStr^^ 

genngffigig tadertL Em mit emer deflmerten Polansa- leiters 2 austretendes Ucht trifft auf einen Parabolspie- 
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gel 3, und es wird von diesem auf em hdograpMsches 
Volnmengitter 4 geitchtet Das Volnmengitter 4 wild 
bei der veranschauKcbtgn Ausfuhrungsform in Refle- 
xion betrieben. Es ist auf einem Scanner 5 befestigt, 
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ches vom Volmnengrtter unter dem gto<*^i Winkel 
wieder zurQckgebeugtvrtrd,t^ 
Parabokpiegd 3 und wird von dlescin in cfie Emtritts5ff- 
nang ernes austrhtssehigen Iichtleiters 6 fokussiert 
Durch entsprechende Ansteuerung des das Volnmengit- 
ter 4 tragenden Scannere 5 IflBt rich das Gitter 4 rascfa 
und genau drehen. Iimerhalb weniger Mffliseknnden 
Icann so jede beKebiqe Weflenlftnge mn*rhfliK emes rro- 
Ben^>ektralberelc^ 

JlCItifcflnr»&if»n tbfoAonfnfw4iM«iMi»M * — < t . 



AnregungBweDenlfingen ergibt 

Zur Registrierung ist bei photometriscben Spotmes- 
ffttngmgemaBFte4 vorzugsweise ein polarirarender 
SteaMteilemurfel 19 vorgesehen, dem zwei Detektoren 
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ana 21 nanaeft es aScb zwcckmfiBig mn HaMeaterdetdc* 
toreaLDag Vernflltms do- simuhan ernrittel ten MeBwer- 
te fcann, bdspielsweke fiber ksgarithniische Vemfirker, 
analog gehMet werden. Die MeBwertverarbeitiinK 
kaimjibei^ 

«*wanknngen der Anregnngsenergie voDsttndig efimi- 
niert* ^ 

Fig. 5 zeigt eine abgewandelte Ansfuhrungsforni, bei 



.^im*— — 1 ^L.^? 1 ;?^? 111 ^ 11 . mo f es - teniAnorcbiungen audi verwenden, mdem man den Pol- 

WQrfel im MDcm Sknn Am»)i mnan i4ii-.k m ^ nn l nr»_rt 



zenzlichtes werden von dem Objektiv 10 wieder aufee- 
fangen und passieren den dicfaroitischen Spiegel 9, der 
so ausgelegt ist, dafi die verscMedenen Anrcgungswel- 
leolfingen reflektiert, das von der Probe ansgesandte 
HiioraaazEeht dagegen transmhtiert wird Abge- 
strahkes FiuoreszenzDcht wird danach von einer Pro- 
jeJcrionsfinse 12 in einer Beobachtungsebene 13 fokus- 
swt, wobd ein vergrSBertes Bad des Objekts in der 



to Beobachtungsebene 13 ein einzeuier Detektor, vor- 
zugsweise ein Halbtefteidetektor, fur zweidimensionale 
Messungen beispie&weise eine OCD-Kamera ange- 
bracht» 

Die Anondnung gem&S Fig. 2 verwendet einen anf 40 
dem Scanner 5 montierten, einfachen Pknspiegel 14. 
welcher paralleies Licht (vorzugsweise wieder durch ei- 
nen Parabolspiege! 3 erzeugt) auf ein gewohnliches, pla- 
nes Beugungsgitter 15 treffenlaBt. Bei dem Beagungs- 
grtter 15 Jcann es rach auefa urn ein Vohunengitter ban- ar 
deln. Durch die Winkelbewegung des SeannWs wW 
der parailele Strahl an verschiedene SteHen des Gitters 
15 gelenk^wobd der Einfalbwinkel varnert wird. Nur 
a^s Ljcht, das unter einem mh dem mnfellswinkd uber- 
einsttamenden Anstrittswinkei rurudsgebeogt wird, ge- so 
tengt fiber den Planspiegel 14 und beispieteweis7die 
Parabolspiegel-Anordniing wieder anf den Austritts- 
Mideiter 6 und steht danxxt ah Anregungsficht zur Ver- 
R^ung. EHe WeBenltnge des Anregungsfichtes ist wie 
^der Ausfuhrungsform derFfg. 1 durch den Dreliwin- « 
kel des Scanners 5 vorgegeben. 

Die Anordnung gemfiB Fig. 3 dgnet sich zur Shnul- 
tananregung nrit zwei WeDenlSngen unter Verwendung 
von polanaertem licht Dabd istzur anregnngssrftigS 
bichromauschen Polarisationsaufspaltung im Strahlen- «> 
gang immittelbar vor dem Vohnncngitter 4 ein Rochon- 
odex ( Wonas^Prisma 16 angeordnet, welches den or- 
dentuchen Strahl 17 und den auBerordentlichen Strahl 
18 um emeu besummten, vorgebbaren Winkel gegen- 
emamto versetzt, wie dlesiin F?g. 3 angedeutet ist. Der « 
WmkeJversatz kann so gewahlt werden, daB der resul- 
tierende unterschiecfiiche Eintrittswinkel anf dem B^i- 
gun^gitter 4 genau den gewunschten Unterschied der 



wQrfel im Mikroskop durch einen dichroinschen Tefler- 
spiegel ersetzt; der das emhtierte Licht in die betden 
gewunschten WeJlenlfingen aufspahet 

Eine weitere Anwendungsmdgnchkeit der Apparatur 
b^teht darin, wfihrend der Messung fur kurze Zeit mh 
UV-Licht anzuregen (ca. 360 nm) and damh die Photoly- 
se einer sogenannten "caged compound" ausznlosen. 
Diese Verbindun^en setzen durch einen TJ^tWfty 



odc^cykKsche Nucleotide frei und ermdgiicfaen es so. 
zelhnterne Regdprozesse gezielt und stosSrmig anzu- 
regen. Danach kann dann wieder mh don QbBchen 
^Bpmtokc>fl die eigendiche Messung fortgesetzt und 
d^Wirkung der freigesetzten Substanz verfolgt wer- 

Patentanspruche 

L Flnoreszenz-MeBvonichtung zum Bestimmen 
von Ionenfconzentratk>nen in einem Untersu- 
camngsob Jekt mit einer Beleuditungsvorrichtun& 
«nem Beugungsgitter, das so beleuchtet wird, daB 
es Ucnt mh mehreren unterscMedBchen, vorwahJ- 

iVflrPTI ^ ^ ■ ■ ■ » jm^Tt — — l my - ft_- • • 



zehEchem Abstand oder gleichzehig anf das Unter- 
gu^mgsobjekt auftreffen l&Btdasmxt einem oder 
menreren Fhioreszenzfarbstoffen angefarbt ist, de- 
r« Absorptions- und somit Fluoreszenzeigen- 
scnaften sich m Abhtngigkeit von der zu besthn- 
"firaen Ionenkonzentration findern, und mh einer 
Dete^retoheit welche das resultierende Phzores- 
gewwht in em MeBsignal umwandelt. dadorchge- 
henmrf c h ne^ daB die Beleudrtuiigsvorrichtung 
erne eumge Lichtquelle (1) aufweist und als Beu- 
gungsgitter ein holographisches Volumengitter (4) 
v^g^ehen ist. das zwocks Erzeugung der unter- 
janeduchen Anregungsv^flenlangen mittels eines 
Scanners (S)versteBt wird. 

Z Fh^resz^-MeBVorric^^ zuzn Bestimmen 
von Ionenkonzentranonen in einem Untersu- 
^angrobjektp mh einer B<deachnnigsvorrKhtunz, 
einem Beugungsgitter. das so beleuchtet wmt daB 
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es Licht mit mehreren unterschiedlichen, vorwfihl- 
baren Anregungswellealflogen entweder in knrzem 
zeitlicbera Ahstand oder gieichzeitiganf das Unter 
snchungsobjekt auftreffen das mit einem oder 
mehreren Fhmreszenzfarbstoff en angefarbt ist de- 3 
ren Absorptions-; und sennit Fhioreszeazeigen- 
scfaaften sicfa in Abhtagigkcit von der zu bestim- 
menden Icmenkonzentration findern, und mit dner 
Detektoreinheit welche das resulrierende Fhiorea- 
zenzllcfat in eto McSsignal umwandelt dadurch ge- 10 
ke anzetd met, daB .die ^fcg^frmcffyr>TTjc h**mg ci- 
ne etarige UchtqueDe (1) aufweist und als Beu- 
gungsgitter ein planes ReQexkmsgitter (15) vorge- 
sehen ist, auf das von der LichtqueDe (1) kommen- 
des licht fiber einen Planspaegd (14) anfiSIlt, der 15 
zwecks Erzeugung der lmtersdriedhchen Anre- 
gungswdlenlfingen mhtels ernes Scanners (9) ver- 
stcflt wird. 

3. Fluoreszeiiz-MeBvorrichtung nach Anspruch 1 
oder Z dadurch gekennzdehnet daB die Bdeuch- 20 
tungsvorrichtung feraer mit cinem einzigen Lkht- 
Iciter (2) versehen ist dessen EmtrittsOffmmg mit 
Iicta von der einzigen Iichtquelle (1) beaufiwAlagt 
wird und dessen Austrittsaffmmg auf der Eingangs- 



4. Fluoreszenz-MeQvorrichtung nach Anspruch 3, 
dadnrch gekennzeichnet daB zwischen der Aus- 
trittsfiffoung des IJchtlehers (2) und der Eingangs- 
sehe des Beugungsgitters (4, 15) ein Parabolsmegel 
(3)angeordnetist j 30 

5. Fluoreszenz-Meflvorrichtung nach einem der 
Ansprflche 1,3 und 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Vohimengitter (4) als Reflexkmsgitter betrie- 
benist 

6. Ruoreszenz-MeBvoirichtung nach einem der 35 
vorhergehenden Ansprflche, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Ucbtqueile (1) gepulst ist 

7. Fluoreszenz- Mefivorrichtimg mr h Anspruch 5, 
daAirch gekennzeichnet, daB als Uchtquefle (1) ea- 
ne Bhtzlampe vorgesehen ist 

8. nuoreszenz-MeBvorrwhtung nach einem der 
Ansprflche 1 bis 5, | dadurch gekennzeichnet daB 
eme tontmuierOche Iichtquelle vorgesehenist 

a. Fluoreszenz-Meflyorrichtung nach Anspruch & 
dadurch gekennzeichnet, daB im StrahlengLg zwi- « 
5*™ der to atimiieriidien Iichtoueile und dem 
Beugung5gitter (4, 15) ein ansteueroarer VerschluB 
angeordnetist 

1 a Fhioreszenz-MeB vorriehtung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB im Betrieb das Beu- 50 
gungsgitter (4 15) stfindig mh von der Iichtoueile 
abgegebenem licht beaufechlagt ist und die Rune- 
position des Scanners (5) so gewflhh ist daB das 
Beugungsgitter in cEeser Rnhepoation eine fur das 
System unktMsche Wellenlftnge abgibt „ 
11* Fluoreszenz-MeBvorrfchtung nach Anspruch 
10, dadurch gekennzeichnet, daB die Befidrtnngs- 
zmt bei dei jewefllgen Anregiingsweuenlfingen 
Ober die Verweilzeit des Scanners (5) einsteKbar ist 
1Z nuoreszenz-Me^orrichtung nach einem der M 
vorhergehenden Ansprflche, dadurch gekennzeich- 
net, daB zwischen der Austrittsseite des Beugungs- 
gitters (4> 15) und einem im Strahlengang zwischen 
dim Beugungsgitterj und dem Untersucimngsoh- 

13L Fluoreszenz-MeBvorriciitung nach Anspruch 
12, gekennzeichnet durch einen Paraboispiegd (3) 



sum Fakussieren des aus dem Beugungsgfrter (4, 
15) austretenden licfats in der EmtrirtsSffium* des 
an s a h t ssefajgan Lichtieiters (6> 

14. Fluoreszenz-MeBvorrichtung nach cinem der 
AnsprOche 12 und 13, dadurch gekennzdehnet daB 
das abbMende System ein Mikroskop (8) aufweist 

15. Ruoresenz-Meflvorrichtung nach einem der 
Anspr flche 1 his 11 und Anspruch 14, dadurch ge- 
kennzeichnet daB zwischen der Austrittsseite des 
Beagungsgitters (4) und einem Auffichtkondensa- 
^ des Mikroskops (8) eine Blende sitzt die direkt 
m «e Objektfr-Pupffle des Mikroskops abgeWldet 
wird. 

16. Fluor^enz-MeBvomchtung nach einem der 
vorhergehenden Ansprflche, dadurch gekennzeich- 
net daB die MeBvorrfchiung derart ausgekgt ist 
daB die bes zwei unterschiedficfaen WeHen&ngen 
Mgeregtm FhiOTesgaizwerte naciidmnder bs- 
stunmt werden. 

17. Huoreszenz-MeBvcmchtung zum Bestnmnen 
von lonenbonzentrationen in einem Untersu- 
onmgrobMt mit einw Beteuchtungsvonichtung;, 
onemBeugungaigitter, das so beleuchtet wird, daB 
e& Ucht mit zwei unterschiftrilichen Anregungswei- 
lenlingen abgibt mh dnem abbildehchm System 
welches das Licht mit den unterschiedlichen Anre- 
gungsweOen&iigen auf das Untersuchungsobjekt 
auftreffen ifiBt das mit mindestens einem Fluores- 
zenzfarbstoff angeferbt ist dessen Absorptions- 
und somit Fluoreszenzeigensdiaften sich in Abhan- 
gjgkeit von der zu bestimmenriftn i mim^^ ^f^ 
tton andern, und mit einer Detektordhheit wekhe 
dasresuitierende Fluoreszenzficht in ein MeBsignal 
umwandeh, insbesondere nach einem der Ansprfl- 
che 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet daB die MeB- 
vorrichtung derart ausgeiegt ist dafi das Untersu- 
chungsobjekt mit den beiden unterschiediichen 
Welienlangen g^ekhzeitig; aber mit unterschiedh- 
cher Poiarisa tionsrichtung angeregt wird. 

18, Fluoreszenz-MeBvcHtichtxmg nach Anspruch 
17, dadurch gekennzeichnet daB unmhtelbar vor 
dem Beugungs^tte- (4) ein Prisma (16) angeordnet 
»t welches ausgaagssehig den ordentKcfaen und 
den anBerordentiichen Strahl (17 bzw. IB) urn einen 
vorbestumnten Winkd gegendnander versetzt 
wobei der Winkeiversatz so gewahlt ist daB die 
resultierenden unterschiedlichen Hntrrttswintei 
der Strahlen auf dem Betigungsgittn- den ge- 
wiln«diten Weflenlfingentmterschied bewirken. 
lft Huoreszenz-MeBvorrichtung nach Anspruch 17 
od«J^ dadurch gekennzeichnet daB das abbOden- 
de System mh einem polari^erend«i Strahltefler 
(19) versehen 1st dem zwei Detdctoren fiW, 211 
oachgeschaltetdnd K } 

20. Huoreszenz-MeBvorrklitung nach Anspruch 17 
otto IB, dadurch gekennzeichnet daB im Strahlen- 
^sng abbiklenden Systems ein Prisma (22) liegt 
das ffir die beiden unteradnedfichen Wdlenlaneen 
wei nebeneinanderiiegende Halbbilder zeugt 

21. Fluomz^^MeBvorrichtung nach Anspruch 
2ft gekennzeichnet durch einen CCD-Oi£to, 241 
auf dem die beiden Halbbilder erzeiigt werden? ^ 

Hierzu2 Sehe(n) Zdc^nmgen 
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